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La	 besnoitiosis	 bovina	 es	 una	 enfermedad	 de	 etiología	 parasitaria	 con	 cierta	 importancia	
económica	en	el	sector	bovino,	caracterizada	por	un	deterioro	progresivo	de	los	animales.	Uno	
de	 los	 problemas	 principales	 a	 la	 hora	 de	 controlar	 la	 besnoitiosis	 en	 una	 explotación	 es	 su	
diagnóstico,	 pues	 las	 fases	 iniciales	 de	 la	 infección	 cursan	 con	 signos	 clínicos	 inespecíficos	 y	
cuando	 la	 respuesta	 inmune	 específica	 del	 animal	 se	 activa,	 el	 parásito	 se	 enquista	 en	 sus	
órganos	diana	y	es	más	difícil	de	detectar.		
Las	pruebas	de	elección	para	detectar	 la	enfermedad	hoy	en	día	 son	serológicas	 (como	 IFI	o	
ELISA),	 pero	 estas	 pruebas	 requieren	 tomar	muestras	 de	 sangre	 y	 realizar	 un	manejo	de	 los	
animales	más	invasivo.		
Teniendo	en	cuenta	que	la	conjuntiva	ocular	es	uno	de	los	órganos	diana	de	Besnoitia	besnoiti	
y	 que	 los	 parásitos	 se	 encuentran	 en	 ella	 formando	 quistes	 fácilmente	 accesibles,	 en	 este	
trabajo	 se	 propone	 intentar	 sustituir	 una	 de	 las	 pruebas	 de	 elección	 actuales	 (la	 IFI)	 por		
otra	 cuya	 toma	 de	 muestras	 resulta	 menos	 lesiva,	 como	 la	 RT-PCR	 de	 hisopado	 de		
conjuntiva	ocular.		
En	 el	 estudio	 se	 concluye	 que	 el	 hisopado	 de	 conjuntiva	 no	 parece	 ser	 capaz	 de	 detectar	
animales	positivos	 con	 tanta	 sensibilidad	diagnóstica	 como	 la	 IFI,	 y	 se	 sugieren	 cambios	que	












Bovine	besnoitiosis	 is	 a	parasitic	disease	of	 some	economic	 significance	 in	 the	bovine	 sector	
characterized	 by	 a	 progressive	 decline	 of	 the	 animals.	 One	 of	 the	 main	 problems	 when	 it	
comes	to	the	control	of	besnoitiosis	on	a	farm	is	its	diagnosis,	given	that	in	the	initial	phases	of	




The	 tests	 of	 choice	 to	 detect	 this	 disease	 nowadays	 are	 mainly	 serologic	 (like	 indirect	








The	 conclusion	 reached	 in	 this	 study	 is	 that	 conjunctival	 swabs	 do	 not	 seem	 to	 be	 able	 to	
detect	 positive	 animals	 with	 as	 much	 diagnostic	 sensitivity	 as	 IFAT,	 and	 some	 changes	 are	








La	 besnoitiosis	 bovina	 es	 una	 enfermedad	 parasitaria	 causada	 por	 Besnoitia	 besnoiti,	 un	
protozoo	 del	 phylum	 Apicomplexa	 que	 afecta	 principalmente	 al	 ganado	 bovino,	 aunque	
también	 se	 ha	 encontrado	 en	 otros	 rumiantes	 como	 corzos	 y	 ciervos.	 Pese	 a	 ser	 una	
enfermedad	más	propia	de	África	y	Asia,	en	los	últimos	años	ha	vuelto	a	cobrar	importancia	al	











de	que	 la	mayoría	de	 los	animales	afectados	son	asintomáticos,	 los	signos	clínicos	visibles	se	
presentan	 en	 estadios	 tardíos	 de	 la	 enfermedad,	 cuando	 ya	 se	 han	 podido	 infectar	 otros	
animales	del	rebaño.		
Por	 ello	 se	 debe	 considerar	 un	 diagnóstico	 temprano	 y	 eficaz	 como	 la	 mejor	 manera	 de	
impedir	 la	 transmisión	 de	 la	 enfermedad	 de	 forma	 generalizada	 en	 un	 rebaño.	 Lo	 que	 se	













protozoo	 esporozoario	 intracelular	 obligado	del	phylum	Apicomplexa.	 Los	 protozoos	 de	 este	
género	 afectan	 a	 un	 gran	 rango	 de	 especies	 domésticas	 y	 salvajes,	 incluyendo	 el	 vacuno,	
caprino,	 reno	 y	 caribú	 entre	 otras.	 Este	 parásito	 está	 relacionado	 con	 otros	 géneros	 de	
parásitos	más	conocidos	como	Neospora,	Hammondia	y	Toxoplasma	(Dubey	et	al.,	2002).		
Aunque	 se	 desconoce	 con	 certeza	 su	 ciclo	 al	 completo,	 se	 acepta	 por	 homología	 con	 otros	
parásitos	 del	 mismo	 género	 (como	 B.	 wallacei	 o	 B.	 darlingi)	 que	 presenta	 un	 ciclo	 de	
reproducción	coccidiano	de	tipo	heteroxeno	obligado;	con	una	fase	de	reproducción	sexual	en	











los	años	siguientes	 se	encontraron	nuevos	casos	en	ganado	bovino	en	 los	pirineos	 franceses	
(Besnoit	 y	 Robin,	 1912),	 en	 Portugal	 (en	 ganado	 importado	 de	 Angola)	 (Franco	 &	 Borges,	
1916),	 y	 en	 Rusia	 (Peteshev	 et	 al.,	 1974).	 Recientemente,	 se	 han	 encontrado	 anticuerpos	
frente	a	B.	besnoiti	en	animales	de	Egipto	(Ashmawy	y	Abu-Akkada,	2014)	o	 incluso	en	Brasil	
(Uzêda	et	al.,	2014).	 
La	 enfermedad	 retomó	 importancia	 en	 Europa	 en	 los	 años	 90,	 cuando	 después	 de	 años	 sin	
gran	 incidencia	 volvieron	 a	 surgir	 casos.	 En	 España,	 apareció	 inicialmente	 como	 una	
	 5	
enfermedad	 propia	 de	 las	 áreas	 del	 pirineo	 y	 la	 cordillera	 cantábrica	 (Juste	 et	 al.,	 1990;	
Castillo,	2009).		
La	 gran	 expansión	 de	 la	 enfermedad	 en	 Francia,	 Portugal,	 incluso	 Suiza	 y	 Hungría,	 provocó	






Besnoitia	besnoiti	 es	un	coccidio	 formador	de	quistes	 tisulares	morfológicamente	parecido	a	





ooquistes	de	otras	especies	de	parásitos	del	mismo	género	cuyo	HD	es	el	 gato	 (Fig.2).	 Estos	
tienen	forma	subesférica	con	dimensiones	que	generalmente	se	encuentran	en	un	rango	de	10	
a	13	x	10	a	13	µm,	rodeados	por	una	pared	de	dos	capas	de	0’5	µm	de	grosor.	Se	eliminan	en	





2	 –	 Taquizoítos:	 Se	 localizan	 de	 manera	 libre	 en	 la	 sangre	 y	 en	 el	 interior	 de	 células	
endoteliales,	monocitos	y	neutrófilos	del	HI.	Presentan	un	tamaño	de	unos	6	a	7’5	µm	y	tienen	









3	–	Quistes	 tisulares:	 Las	 células	diana	de	 los	quistes	 tisulares	de	B.	besnoiti	 son	 los	
fibroblastos	del	HI,	por	lo	que	su	localización	puede	ser	muy	diversa.	Los	quistes	se	desarrollan	
sobre	 todo	en	 la	dermis	 (en	el	 cuello	y	 la	parte	distal	de	 las	extremidades),	en	 la	 conjuntiva	





Figura	 2:	 Dibujo	 esquemático	 de	 un	 ooquiste	 sin	






Cada	quiste	 se	 forma	dentro	 de	una	 célula	 hospedadora,	 lo	 cual	 implica	 que	presentan	 tres	
envueltas	diferenciadas:	una	capa	externa	o	pared	 formada	por	 láminas	de	 tejido	conectivo,	
una	intermedia	formada	por	el	citoplasma,	núcleo	y	orgánulos	de	la	célula	hospedadora	y	una	
tercera	 capa	 formada	 por	 las	 vacuolas	 del	 parásito	 y	 que	 contiene	 los	 bradizoítos	 en	 su		
interior	(Fig.4).		
Los	 quistes	 se	 encuentran	 normalmente	 rodeados	 por	 un	 infiltrado	 inflamatorio	
granulomatoso	 no	 purulento	 que	 contiene	 mayoritariamente	 linfocitos	 T	 y	 monocitos	 o	
macrófagos	activados	(Dubey	et	al.,	2010;	Frey	et	al.,	2013).	
	





4	–	Bradizoítos:	 Los	bradizoítos	 tienen	un	 tamaño	de	6	a	7’5	µm	de	 largo	y	1’9	a	2’3	µm	de	
ancho	 (Dubey	et	al.,	2003).	El	polo	apical	es	alargado	y	el	posterior	 tiene	 forma	redondeada	
(Fig.5).		
	







besnoitiosis	 bovina	 se	 considera	 que	 el	 HD	 se	 infectaría	 por	 ingestión	 de	 quistes	 tisulares	
presentes	 en	 el	 HI.	 	 Cuando	 estos	 quistes	 tisulares	 (1)	 llegan	 al	 intestino	 del	 gato	 y	 son	
digeridos,	 se	 liberan	 los	 bradizoítos	 (2)	 que	 invaden	 las	 células	 endoteliales	 de	 vasos	
sanguíneos	 intestinales	 (3)	 y	 realizan	 una	 fase	 de	 reproducción	 asexual	 de	 la	 que	 resultan	
macro	 y	 microgametos.	 De	 la	 fecundación	 de	 estos	 gametos	 resultan	 unos	 ooquistes	 que	
crecen	y	rompen	las	células	hospedadoras	(4),	siendo	liberados	al	exterior	sin	esporular	con	las	







Los	 ooquistes	 esporulados	 presentes	 en	 el	 medio	 son	 ingeridos	 por	 el	 HI.	 En	 el	 aparato	
digestivo	 los	ooquistes	 son	digeridos	y	 los	esporozoítos	 liberados	 (7)	penetran	en	 las	 células	
endoteliales	 de	 los	 vasos	 sanguíneos	 (8)	 donde	 realizan	 una	 reproducción	 asexual	 y	 forman	
vacuolas	parasitóforas	 (9).	Esta	primera	 fase	de	reproducción	en	el	HI	 se	corresponde	con	 la	
fase	aguda	de	la	besnoitiosis	bovina.		
Los	taquizoítos	resultantes	(10)	 invaden	nuevas	células	endoteliales,	monocitos,	neutrófilos	o	









de	 la	 besnoitiosis	 bovina	 es	 la	 horizontal	 de	 un	 HI	 a	 otro.	 Las	 vías	 de	 entrada	 son	 por	
inoculación	 mediante	 vectores	 mecánicos	 como	 tábanos	 y	 moscas	 hematófagas,	 y	 por	
contacto	directo	a	través	de	pérdidas	de	continuidad	de	la	piel	y/o	mucosas.	Esta	transmisión	


















	 -Edad:	 En	 áreas	 endémicas	 la	 enfermedad	 se	 observa	 sobre	 todo	 en	 animales	
mayores	de	6	meses	porque	los	terneros	de	menor	edad	presentan	cierta	resistencia	calostral,	
aunque	no	es	 imposible	que	se	den	casos	en	animales	menores	 (Álvarez-García	et	al.,	2014).	
Hay	 cierta	 relación	entre	 la	prevalencia	de	 la	 enfermedad	y	 la	 edad,	 y	 se	ha	descrito	que	el	
porcentaje	 de	 animales	 seropositivos	 aumenta	 con	 la	 edad	 (Fernández-García	 et	 al.,	 2010;	
Waap	et	al.,	2014).	
	 -Sexo:	 Los	estudios	 realizados	hasta	 la	 fecha	parecen	 indicar	que	no	existe	 relación	
entre	 el	 sexo	 de	 los	 animales	 y	 la	 probabilidad	 de	 estos	 de	 infectarse.	 Hay	 estudios	 que	
sugieren	que	los	machos	podrían	ser	más	susceptibles	a	ser	infectados	(Jacquiet	et	al.,	2010),	
pero	estos	resultados	podrían	estar	sesgados	por	el	hecho	de	que	los	toros,	al	verse	como	los	







	 -Estacionalidad:	 Varios	 estudios	 apuntan	 a	 una	 fuerte	 estacionalidad	 en	 la	
epidemiología	 de	 la	 besnoitiosis,	 ya	 que	 la	 mayoría	 de	 los	 casos	 descritos	 se	 dieron	 en	 el	
periodo	entre	primavera	y	otoño	(Jacquiet	et	al.,	2012).	Otros	autores	señalan	la	existencia	de	
un	pico	de	casos	clínicos	en	 los	meses	de	verano	(Legrand,	2003).	Esta	estacionalidad	puede	
explicarse	 gracias	 a	 dos	 hechos:	 al	 manejo	 empleado	 habitualmente	 en	 las	 explotaciones	
durante	 los	 meses	 de	 más	 calor	 (los	 animales	 se	 trasladan	 a	 pastos	 comunes	 de	 montaña	




La	 fase	aguda	del	proceso	suele	pasar	 inadvertida;	a	 lo	sumo	se	aprecia	 fiebre,	decaimiento,	
anorexia,	edemas	en	extremidades	(anasarca)	y	congestión	en	testículos.	Es	en	la	fase	crónica	
cuando	la	sintomatología	es	más	manifiesta	y	específica.	
La	mayoría	 de	 los	 animales	 resultan	 infectados	 de	 forma	 subclínica,	 y	 pueden	 actuar	 como	
portadores	 asintomáticos	 de	 la	 enfermedad.	 Las	 muertes	 en	 animales	 se	 producen	
principalmente	 durante	 la	 fase	 crónica	 de	 la	 enfermedad,	 con	 una	 tasa	 de	 mortalidad	 que	






en	 el	 organismo.	 En	 esta	 fase	 los	 taquizoítos	 invaden	 macrófagos,	 fibroblastos	 y	 células	
endoteliales	de	 los	vasos	sanguíneos	y	causan	vasculitis,	 trombosis,	hiperplasia	y	necrosis	de	
vénulas	y	arteriolas.	Esta	 fase	dura	de	3	a	10	días	y	 los	animales,	además	de	 fiebre,	pueden	
mostrar	 otros	 síntomas	 inespecíficos	 como	 depresión,	 taquicardia	 y	 descarga	 nasal	 serosa	
(Juste	et	al.,	1990).	
En	 este	 momento,	 la	 besnoitiosis	 puede	 pasar	 desapercibida	 o	 confundirse	 con	 otras	





un	 aumento	de	 la	 permeabilidad	 capilar	 que	 resulta	 en	 la	 aparición	de	edemas	 inicialmente	
localizados	en	cabeza	y	cuello.		
Conforme	 la	 enfermedad	 avanza,	 la	 aparición	 de	 edemas	 se	 extiende	 a	 las	 extremidades	 y	
zonas	 más	 declives	 del	 cuerpo.	 Los	 ganglios	 linfáticos	 superficiales	 pueden	 aparecer	
inflamados,	y	los	edemas	en	zonas	articulares	pueden	provocar	rigidez	y	dolor,	llevando	a	los	
animales	 a	 desarrollar	 cojeras	 permanentes.	 Los	 toros	 infectados	 pueden	 presentar	 orquitis	
aguda	 dolorosa	 durante	 este	 período.	 Esta	 fase	 puede	 durar	 de	 1	 a	 4	 semanas		
(Cortes	et	al.,	2005).	
	 -Fase	 crónica	 de	 esclerodermia:	 Los	 edemas	 se	 atenúan,	 la	 fiebre	 desaparece	 por	
completo	 y	 empiezan	 a	 presentarse	 otros	 signos	 como	 fotofobia,	 lagrimeo,	 engrosamiento,	
endurecimiento	 y	 plegamiento	 progresivo	 de	 la	 piel.	 En	 algunos	 casos	 se	 puede	 dar	




























de	 aparición	 de	 casos	 clínicos	 es	 muy	 limitada.	 La	 mayoría	 de	 los	 animales	 infectados	 son	
serológicamente	 positivos,	 pero	 sin	 signos	 clínicos	 de	 la	 enfermedad.	 En	 esta	 situación	 la	
detección	 clínica	 de	 animales	 positivos	 se	 ve	 muy	 dificultada	 y	 los	 infectados	 suponen	 un	









entre	 el	 día	 30	 y	 40	 post-infección	 (Franc	 et	 al.,	 1987).	 Sin	 embargo,	 cuando	 los	 parásitos	
detectan	 esta	 protección	 se	 enquistan,	 por	 lo	 cual	 este	 tipo	 de	 defensa	 se	 considera		
poco	protectora.	









algunos	 rasgos	 epidemiológicos	 de	 la	 enfermedad,	 como	 la	 estacionalidad	 o	 su	 distribución	
geográfica,	o	incluso	el	manejo	reproductivo	de	la	explotación.	



































Se	 basa	 en	 la	 observación	 de	 diversas	 formas	 parasitarias	 en	 los	 tejidos	 de	 los	 animales	
infectados.	Para	ello	se	han	descrito	varias	técnicas:		
	 -Observación	directa:	 consiste	en	 la	visualización	de	quistes	de	B.	besnoiti	 sobre	el	
ganado	 en	 la	 conjuntiva	 esclerótica	 o	 en	 la	 región	 vulvar	 o	 vaginal.	 Este	 método	 es	 muy	
específico,	 pero	 los	 quistes	 se	 desarrollan	 a	 las	 5-6	 semanas	 PI,	 así	 que	 ya	 se	 detecta	 la	
besnoitiosis	en	su	fase	crónica.	







método	 altamente	 sensible	 y	 específico	 que	 no	 presenta	 reacciones	 cruzadas	 con	 otras	
especies	de	protozoos	similares	(Shares	et	al.,	2011).	La	principal	desventaja	de	esta	prueba	es	
la	dificultad	que	supone	recoger	ADN	parasitario	en	algunas	ocasiones.	
	 -Diagnóstico	 indirecto:	 El	 diagnóstico	 indirecto	 se	 basa	 en	 la	 detección	 de	
anticuerpos	 frente	 a	 la	 infección	 por	 B.	 besnoiti.	 Existen	 varias	 técnicas	 serológicas	 de	
detección	 de	 la	 infección	 (Enzimoinmunoensayo	 (ELISA),	 Inmunofluorescencia	 indirecta	 (IFI),	
Western	Blot	(WB),	pero	la	técnica	de	elección	suele	ser	la	IFI.	La	principal	limitación	de	estas	
técnicas	 es	 la	 dificultad	para	 detectar	 la	 enfermedad	en	 su	 fase	 aguda,	 ya	 que	 entonces	 los	









1987)	 y	 los	 anticuerpos	 monoclonales	 o	 los	 tiazólidos	 (Cortes	 et	 al.,	 2014).	 No	 obstante,	 a	
pesar	 del	 número	 de	 fármacos	 estudiados,	 ninguno	 de	 ellos	 parece	 haber	 resultado	 lo	
suficientemente	eficaz	como	para	ser	usado	en	el	ganado	bovino.	
A	día	de	hoy	el	tratamiento	de	elección	para	la	fase	febril	o	al	inicio	de	la	fase	de	edemas	son	
sulfamidas	 por	 vía	 oral	 o	 intravenosa	 junto	 a	 la	 administración	 de	 suplementos	 vitamínicos,	
minerales	o	incluso	pienso	de	alta	calidad	(Alzieu	et	al.,	2011).		
Durante	 la	 fase	 crónica	 de	 la	 enfermedad,	 el	 tratamiento	 suele	 ser	 muy	 difícil	 y	 de	 escasa	




	 -Vacunas:	Aunque	se	desarrollaron	vacunas	vivas	atenuadas	 frente	a	B.	besnoiti	 en	
los	años	70,	ninguna	de	ellas	está	actualmente	disponible	en	Europa	debido	al	alto	riesgo	de	
introducción	del	parásito	en	rebaños	libres.		




tomar	 otras	 medidas	 basadas	 en	 mejorar	 la	 bioseguridad	 de	 la	 explotación	 y	 prevenir	 la	
infección	de	nuevos	animales.		
También	 se	 recomienda	 usar	 otras	 medidas	 de	 prevención	 como	 el	 uso	 de	 insecticidas	 o	
trampas	para	insectos,	restringir	el	acceso	de	reservorios	salvajes	de	la	enfermedad	y	controlar	
estrictamente	 las	 condiciones	 de	 manejo	 en	 extensivo,	 tanto	 la	 monta	 natural	 como		
el	pastoreo.		
Para	evitar	 la	entrada	de	 la	enfermedad	en	 rebaños	 indemnes,	 la	 recomendación	es	 realizar	







Este	 trabajo	 se	 basó	 en	 un	 proyecto	 de	 investigación	 desarrollado	 anteriormente	 en	 la		





del	 CITA	 (Centro	 de	 Investigación	 y	 Tecnología	 de	 Aragón).	 Está	 ubicada	 en	 Bescós	 de	 la	
Garcipollera	(España,	42º37’N,	030ºW).		







venado	 de	 España,	 uno	 de	 los	 principales	 reservorios	 silvestres	 sospechosos	 de	 transmitir	
besnoitiosis	bovina.		





Con	el	 objetivo	de	 valorar	 la	 técnica	de	PCR	 como	posible	herramienta	de	diagnóstico	de	 la	
besnoitiosis	bovina	–	lo	que	podría	ser	de	ayuda	para	impedir	la	transmisión	de	la	enfermedad	
de	 forma	 generalizada	 en	 un	 rebaño	 –	 en	 este	 trabajo	 se	 propone	 comparar	 el	 diagnóstico	
serológico	 por	 inmunofluorescencia	 indirecta	 como	 prueba	 de	 referencia,	 con	 respecto	 al	
diagnóstico	molecular	por	PCR	en	muestras	de	hisopo	conjuntival.	






A	 su	 vez,	 se	 tomaron	 aleatoriamente	 muestras	 de	 conjuntiva	 ocular	 usando	 un	 hisopo	 de	
algodón	 fino	 estéril	 en	 33	 de	 los	 122	 animales	 incluidos	 en	 el	 estudio	 (27%)	 para	
posteriormente	realizar	un	diagnóstico	por	la	técnica	de	PCR.		
Por	 otro	 lado,	 se	 realizó	 un	 breve	 examen	 clínico	 a	 los	 animales	 con	 el	 objetivo	 de	 buscar	
signos	 clínicos	 compatibles	 con	 la	 besnoitiosis	 bovina,	 alteraciones	 de	 la	 piel	 y	 presencia	 de	
quistes	tisulares	en	la	conjuntiva	ocular	principalmente.		
4.	Realización	de	las	técnicas:		
-IFI:	 La	 inmunofluorescencia	 es	 una	 técnica	 que	 utiliza	 la	 capacidad	 de	 los	 anticuerpos	 para	
unirse	de	manera	muy	específica	a	moléculas	diana	para	evidenciar	la	presencia	de	agentes	o	
moléculas	 de	 interés	 en	 un	 suero	 problema.	 A	 la	 reacción	 se	 le	 añade	 un	 fluoróforo;	 una	
molécula	fluorescente	que	sirve	de	marcador.	
En	 la	 inmunofluorescencia	 indirecta	 (Fig.	 10),	 se	
parte	de	placas	o	pocillos	con	un	antígeno	fijado	(en	
este	 caso	 taquizoítos	 de	 B.	 besnoiti).	 A	
continuación,	se	deposita	sobre	esas	placas	el	suero	
problema	en	el	que,	si	el	animal	es	positivo,	debería	
haber	 anticuerpos	 anti-Besnoitia.	 Finalmente	 se	
añade	 un	 anticuerpo	 capaz	 de	 unirse	 al	 complejo	
antígeno-anticuerpo.	 Este	 último	 anticuerpo	 es	 el	





de	 la	 cepa	 BbSpain-1	 cultivados	 en	 el	 laboratorio	 en	 un	 portaobjetos	 con	 pocillos	 usando	
placas	de	10	pocillos.		Después	se	lavaron	y	secaron	las	placas,	y	se	almacenaron	a	-20º	hasta	
su	utilización.	
Siguiendo	 las	 indicaciones	 de	 Fernández-García	 y	 cols.	 (Fernández-García	 et	 al.,	 2010),		




Se	 depositaron	 10	 μl	 de	 dilución	 de	 los	 sueros	 en	 cada	 pocillo	 junto	 con	 un	 pocillo	 control	
positivo	 y	 uno	 negativo	 por	 placa,	 para	 aumentar	 así	 la	 fiabilidad	 de	 la	 técnica.	 Las	 placas	







Las	 placas	 fueron	 observadas	 al	 microscopio	 de	 fluorescencia	 (Nikon	 Eclipse	 80i)	 con	 un	































las	 muestras	 de	 hisopado	 de	 conjuntiva	 ocular.	 La	 extracción	 se	 realizó	 mediante	 el	 kit	
comercial	 de	MO	 BIO	 UltraClean®	 BloodSpin®	 DNA	 Isolation	 Kit	 (MO	 BIO	 Laboratories,	 Ref.	
12200-250),	siguiendo	el	protocolo	establecido.	Como	el	kit	está	diseñado	para	extraer	ADN	de	
muestras	 líquidas,	 se	humedecieron	primero	 los	hisopos	dentro	de	 los	 tubos	Eppendorf®	del	
kit	con	agua	 libre	de	nucleasas,	cuya	función	era	arrastrar	 la	muestra	del	hisopo	para	dejarla	
suspendida	 en	 el	 líquido	 y	 poder	 así	 extraer	 de	 ella	 el	material	 genético.	A	 continuación,	 se	
aplicaron	una	serie	de	soluciones	y	tiempos	de	incubación	descritos	en	el	protocolo.	Con	este	
kit	se	consiguen	200µl	de	una	suspensión	con	ADN	problema.	





secuencias	 de	 cebadores	 elegidas	 fueron	 Bb	 F	 (5’-ATTAACCAATCCGTGATAGC-3’)	 y		
Bb	R	 (5	-́CCAACGATCTGTTGTTTAGC-3	́).	 La	 sonda	utilizada	en	el	estudio	 fue	 la	número	10	de	
Roche	(10μM).		
En	 base	 a	 las	 condiciones	 óptimas	 de	 amplificación	 descritas	 por	 otros	 autores,	 se	 decidió	
llevar	a	cabo	la	reacción	en	un	volumen	total	de	25	μL	usando	12,5	μl	de	GoTaq®	ProbeqPCR	







taquizoítos	cultivados	para	comprobar	que	 la	 técnica	 funcionaba	correctamente.	También	se	
hizo	un	control	negativo	para	comprobar	que	la	muestra	no	había	sido	contaminada.	Además,	
para	 confirmar	 o	 descartar	 la	 presencia	 de	 inhibiciones	 en	 el	 desarrollo	 de	 la	 técnica	 que	
pudieran	dar	 lugar	 a	 resultados	 falsos	negativos,	 se	hizo	un	 control	 interno	de	amplificación	
simultáneamente	basado	en	la	detección	de	la	secuencia	del	gen	que	codifica	para	la	proteína	
ß-actina,	 que	 es	 uno	 de	 los	 genes	 bovinos	 de	 referencia	 más	 indicados	 para	 su	 uso	 como	
control	en	técnicas	de	PCR	cuantitativa	(Robinson	et	al.,	2007).		








continuación	 se	 bajó	 la	 temperatura	
durante	30	segundos	hasta	los	55ºC,	que	es	
la	 temperatura	 ideal	 para	 la	 unión	 de	 los	
primers	a	 la	cadena	original.	Finalmente	se	
elevó	 la	 temperatura	 hasta	 alcanzar	 unos	
72ºC	 durante	 15	 segundos	 y	 luego	 a	 77ºC	
los	 últimos	 5	 segundos.	 A	 estas	
temperaturas	 se	 produce	 la	 elongación	 de	
la	cadena	de	ADN.	
Estos	 tres	 pasos	 componen	 un	 ciclo	 de	 la	
PCR.	 En	 total	 se	 realizaron	 45	 ciclos	 de	






La	 sensibilidad	 que	 presentó	 la	 técnica	 de	 PCR	 cuantitativa	 desarrollada	 en	 este	 estudio	 se	
determinó	mediante	 la	elaboración	de	una	curva	estándar	a	partir	de	diluciones	 logarítmicas	
de	 una	muestra	 de	 ADN	 de	 taquizoítos	 de	 cultivo	 de	 concentración	 conocida	mediante	 una	
cámara	 de	 Neubauer.	 Se	 realizaron	 seis	 diluciones	 seriadas	 de	 ADN	 equivalentes	 a	 75000,	
7500,	750,	75,	7’5	y	0’75	taquizoítos	en	tampón	PBS,	con	tres	réplicas	de	cada	punto.	El	límite	












IFI:	 De	 los	 122	 animales	 a	 estudio,	 44	 presentaron	 anticuerpos	 frente	 a	 la	 infección	 por	
B.	besnoiti,	lo	que	supone	una	prevalencia	de	rebaño	del	36,07%.	Además,	en	la	mayoría	de	los	
casos	la	titulación	observada	fue	1/200.		















uso	 de	 una	 curva	 standard	 realizada	 en	 el	 laboratorio	 de	 parasitología	 de	 la	 Facultad	 de	
Veterinaria	 de	 la	 Universidad	 de	 Zaragoza.	 Se	 cuentan	 como	 verdaderamente	 positivos	 los	
animales	en	 los	que	se	produzca	amplificación	por	debajo	de	37’51	ciclos	de	replicación.	Eso	
significa	 que,	 en	 este	 caso,	 el	 único	 animal	 que	 consideraríamos	 verdaderamente	 positivo		
es	el	6556.	
Por	 lo	 tanto,	 según	 los	 resultados	 se	 observa	 que	 hubo	 un	 porcentaje	 del	 3%	 de	 animales	









Conociendo	estos	 datos	 y	 el	 volumen	de	 líquido	 en	 el	 que	 se	 hizo	 la	 extracción	de	ADN	del	
hisopo,	se	puede	realizar	una	estimación	de	la	cantidad	de	ADN	parasitario	que	se	encontraba	













La	 prevalencia	 de	 besnoitiosis	 bovina	 obtenida	 mediante	 serología	 observada	 en	 esta	




puede	asociar	 al	 aumento	del	 riesgo	de	 transmisión	de	 la	 enfermedad	que	 se	da	durante	 la	
época	 de	 cubrición	 de	 otoño,	 en	 la	 cual	 los	 animales	 conviven	 en	 estrecho	 contacto	 en	 la	
explotación	durante	varios	meses.		











En	 cuanto	 al	 diagnóstico	molecular,	 la	 prevalencia	observada	mediante	 la	 prueba	de	PCR	es	
considerablemente	 menor	 que	 la	 observada	 por	 serología.	 Teniendo	 en	 cuenta	 que	 la	
enfermedad	 se	 encuentra	 de	 forma	 endémica	 en	 esta	 explotación	 y	 que	 todos	 los	 animales	
infectados	 lo	están	de	 forma	 subclínica,	 se	puede	asumir	que	 la	disonancia	entre	 resultados	
por	 ambas	 pruebas	 podría	 deberse	 a	 que	 la	 PCR	 en	muestras	 de	hisopado	 conjuntival	 tiene	
muchas	dificultades	para	detectar	al	parásito	una	vez	se	ha	enquistado.	
De	 todos	 los	 animales	muestreados,	 solo	 uno	 dio	 positivo	 por	 PCR.	 Este	 animal	 había	 dado	







iniciales	de	 la	 infección	en	muestras	de	 sangre,	 y	 también	de	evidenciar	al	parásito	en	 fases	
posteriores	 en	muestras	 de	 biopsias	 de	 piel,	 lo	 cual	 resulta	 adecuado	 para	 la	 confirmación	
diagnóstica	de	la	infección.	Con	respecto	a	la	biopsia	de	piel,	la	toma	de	estas	muestras	resulta	





en	 un	 rebaño	 mediante	 una	 toma	 de	 muestras	 más	 inocua	 para	 los	 animales	 como	 es	 el	
hisopado	conjuntival.		
La	comparación	de	los	resultados	de	la	IFI,	que	es	la	técnica	que	se	considera	de	elección	en	un	
caso	 como	 el	 estudiado,	 con	 los	 obtenidos	mediante	 hisopado	 conjuntival	 por	 PCR	 parecen	
















comparación	 con	 los	 obtenidos	 con	 los	 hisopos	 estériles	 y	 se	 considerara	 que	 los	 nuevos	
resultados	justifican	el	uso	de	una	recogida	de	muestras	más	lesiva,	se	podría	volver	a	intentar	












-	 La	 IFI	 se	 presenta	 como	 una	 prueba	 de	 elección	 para	 detectar	 animales	 en	 fase	 crónica	
subclínica	 de	 la	 enfermedad,	 que	 es	 lo	más	 habitual	 en	 zonas	 en	 las	 que	 la	 enfermedad	 se	
presenta	de	manera	endémica.	
	








-	 The	 serologic	 technique	 of	 indirect	 immunofluorescence	 (IFAT)	 shows	 a	 better	 diagnostic	
sensitivity	 for	 bovine	 besnoitiosis	 when	 compared	 to	 the	 results	 of	 a	 RT-PCR	 test	 of	
conjunctival	swabs.		
	
-	 IFAT	 is	 the	 test	 of	 choice	 to	 detect	 animals	 in	 the	 chronical	 and	 subclinical	 phases	 of	 the	















de	 material	 bibliográfico,	 así	 como	 gestionarlo	 y	 sintetizarlo	 para	 finalmente	 plasmar	 los	
detalles	 esenciales	 del	 tema	 que	 he	 tratado.	 Asimismo,	 al	 tratarse	 de	 un	 trabajo	 con	 una	
extensa	 parte	 de	 aplicación	 práctica,	 también	 he	 tenido	 que	 aprender	 a	 recoger,	 ordenar	 y	
gestionar	material	obtenido	en	un	muestreo	real	realizado	en	una	explotación,	y	he	tenido	que	
aplicar	 técnicas	 laboratoriales	 que	 había	 estudiado	 en	 cursos	 anteriores	 para	 obtener		
mis	resultados.		
Además	 de	 la	 aplicación	 de	 conocimientos	 obtenidos	 durante	 la	 carrera,	 he	 podido	
experimentar	lo	que	es	el	trabajo	de	investigación	en	un	campo	que	realmente	me	gusta	y	al	
que	me	gustaría	dedicarme	en	un	futuro	como	es	la	parasitología.	Así	que	me	llevo	conmigo	la	
experiencia	 académica,	 pero	 también	 una	 gran	 experiencia	 personal	 que	 creo	 que	me	 va	 a	
servir	 en	 un	 futuro	 a	 la	 hora	 de	 orientar	 mis	 decisiones	 y	 la	 manera	 de	 afrontar	 una	
investigación.	
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